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臍帯血幹細胞移植に 対 して 十分な量 の 造血 幹細胞を供給す る 目的に て ト 組換え 型 ヒ ト幹細胞因子(r e c o mbin a nthur n a n
ste m cellfa ct｡,,S C F)を 含む サ イ ト カ イ ン の 組み 合わ せ お よ び臍帯血 血 礫を 添加す る こ と に よ る体外 で の 臍帯血幹細胞の 増幅
能 に つ い て 検討 した . 非分商お よび 幹細胞分画 を含む C D 34陽性分画 ヒ ト臍帯血細胞に S C F･ 阻換 え塑 ヒ ト イ
ン タ ー ロ イ キ
ン ー3(,e ｡ ｡ mbin a nthu m a ninterle ukin-3,IL-3), 阻換 え型 ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ンー 6(r ec o mbin a nthu m a ninterle ukin-6･IL-6)を
種 々 の 組み 合わ せ で 液体培養 に 添加 した ･ サ イ トカ イ ン を 含む培養液 は 6 日如 こ半畳ず つ 交換 した ･ 培養液交換時に 取り 出し
た 細胞 を コ ロ ニ ー 形成法 に て 造血 前駆細胞 を検索 した . 顆 粒球系/マ ク ロ フ ァ ー ジ系 コ ロ ニ
ー 形成細胞 (c olo ny fo rming
｡ nit-gr a n ulo cyte/m ac r ophage, C F U-G M)は , 鼠換 え塾 ヒ ト頼粒球 コ ロ ニ ー 形 成刺激困子(re combin a nt hu m a ngr a n ulocyte
stim ulating factorG-C S F) を 含む0.8% メ チ ル セ ル ロ ー ス に よ る半固形培地に て算定 した ･ 赤芽球系前駆細胞の 赤芽球バ
ー ス
ト形成細胞(bur stfo rming u nit- erythr oid, B F U-E) と赤芽球 コ ロ ニ ー 形成細胞(c olo nyfor ming u nitTerythroid, C F U-E) ほ ･ 同
培地に 組換 え型 ヒ ト エ リ ス ロ ボ イ エ チ ソ (r e c o mbin a nthu m a n erythr opoietin, E P O) を 加 え て 算定 した ･ C F U-G M, BF U-EI
c F U_E に よ る コ ロ ニ ー は S C F + II:3 + IL-6 の 組 み 合 わ せ て 添 加 さ れた と き最も多く形成 され た . C D 34 陽性細胞分画を
s c F +IL,3+IL-6 の 阻み合わ せ で 液体培養 した と き総細胞数は増え続けた が , C F U- G M は培養18 日 で15･6土3･3倍 (平均値±
標準誤差) に 増幅 され ピ ー ク に達 した . ま た B F U
- E や C F U-E も培養 6 日目 でそ れ ぞれ5･5土1･6倍 ･ 3･5 土0･9倍 で ピ ー ク に達
した . C D 34陽性細胞の 自己複製能力は培養 6日 目 で5.2 ±0.9倍と ピ
ー ク に達 した ･ しか しな が ら今回 の 実験条件に お け る造
血幹細胞 の 体外増幅ほ臍帯血幹細胞移植に 十分なも の とは い え なか っ た . 今回 の 実験条件 で は 組換 え塑 ヒ トイ ン タ
ー フ ェ ロ
ソ ーr,(r ec o mbin a nthum a ninte rfer o n-r,IF Nl) や敵換 え型 ヒ ト額粒球/マ ク ロ フ ァ ー ジ 形成刺激因 子 (r ec o mbin a nt hu m a n
g, a n ｡lo cyte/m ac rophage c olo ny stim ulatingfactor, GM-C S F) の 添加は体外細胞増幅に 関 して有効で は な か っ た ･ さら に 今回
の 実験 に お い て は培養液に自己, お よ び同種の 臍帯血血 嫌を 添加す る こ と に よ る細胞増幅の 効果を み た ･ 非働化ウ シ 胎児血清
(fetal bovin e s er u m, F B S) 培養系に 比 べ 臍帯 血 血 凍培養系ほ C D 34陽性細胞 の 増幅に は 有効 で ほ な か っ た が ･ B F U
-E･
C F U-E とも に 有意に 多 く形成 した . 次に 臍帯血造血 幹細胞お よ び臍帯血 血 祭中の 成長因子 の 特徴 に つ い て , SC Fの レ セ プ
タ ー で ある ｡-kit, そ の 他 G M-C S F, EP Oに 対す るモ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗体を 使い 検討 した ･ 抗 c 励 抗体に よ り C F U-G M に 比
べ B F U-E や C F U-E は よ り強く抑制 され た . こ れ は B F U-E/C F U-E とC F U-G M で の C-kit 発現状態の 違い , 造血 前駆細胞
間で の S C Fの 感受性 の 違い を 示唆す るもの で あ っ た ･ こ れ らの 研究よ り S C F + IL-3+IL-6 の 組み 合わ せ に よ る培養に よ り臍
帯血 中の 造血 幹細胞お よ び造血 前駆細胞の か な り の 量の 体外増幅は 可能 であ る こ と が示 唆さ れ たが , 臍帯血 幹細胞移植に 対 し
て は十分な量と は い えず , さ ら な る研究が 必 要で ある .
Key w ords ste m c e11 factor(S C F), C-kit, CO rd plas m a, C Ord blo od ste m celltran splantatio n
ヒ トの 造血 糸全体 の 細胞の タ ー ン オ ー バ ー ほ 1 0
12
個/日 に お
よ ぶが , そ れ らほす べ て骨髄中の 造血 幹細胞と呼ばれ る比較的
少数 の 細胞亜集団が稚持 して い る . 即ち , 造血 幹細胞は , 1 個
の 細胞か ら , 赤血 球 , 顆粒球 , 血 小板 , リ ン パ 球な どの 成熟血
液細胞 を造 りだす能力(多分化能 , m ultipote ntiality)を 有す る
と同時に , 自己 複製能(s elf-re n e W al c apa city) を 持 つ 細胞 と し
て 定義さ れ るl). 形態学的 に は 造血 幹細胞 の 同定は 困難 で あ っ
た が , Ti11 ら
2)に よ る マ ウ ス 脾 コ ロ ニ ー 形成 法に よ り造 血 幹細
胞 の 定量的算定 の 一 方法がみ い だ され , そ の 後軟寒天や メ チ ル
セ ル ロ ー ス 等 の 半流動培地 で コ ロ ニ ー を形成 さ せ , 生体外実験
で造血幹細胞 を定量する生体外 コ ロ ニ ー 形成法
3)4) な ど が 確立
し, 造血 幹細胞の 定量的研究が進歩 した . そ の 結果 , 幹細胞 の
自己複製 , 増殖 よ 分化に は液性因子と して外界か ら造血 幹細胞
に 作用す る各種の サ イ ト カイ ン が 関与す る こ と が 明らか に な っ
平成 5年12月16 日受付 , 平成 6年2月 3 日受理
A b bre viatio n s :B F U-E, bur st for ming u niトerythroid; C F U
-E, C Olo ny for ming u nit- e rythr oid; C F U
- GE M M,
c ol｡ ny f｡r ming u nit- gra n ulocyte/erythro cyte/m acrophage/m egakaryo cyte ; C FU
- G M･ C Olo ny for ming
mit- gr a n｡1｡ Cyte/m acr ophage; C F U- Mix, CQlo ny ,fqr ming u niトmix;E P O, r eCO mbin art Ihu m an erythropoietin;
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て きた ･ 特に 造 血 の 初期段階 に ほ イ ン タ ー ロ イ キ ン 3ー, イ ン
タ ー ロ イ キ ン ー6, そ して幹細胞因子が重要 と考え られ る5 川 . 幹
細胞因子は マ ウ ス お よ び ヒ トの 造血 幹細胞 に 発現す る チ ロ ジ ン
キ ナ ー ゼ 型受容体 で ある c一 拍 受容体の リ ガ ソ ドと して 同定 ,
ク ロ ー ニ ン グ され た も の で9 ト 12), 現在 の と こ ろ 最 も未熟 な細胞
に 働く サ イ ト カイ ン とみ られ て い る
8)
. 多分化能 を持 つ 造 血 幹
細胞 の 性状も次第 に 解 明 され , 成 熟分化抗原を全く発現 せ ず,
C D3413)や c-kit14)抗原 を発現 して い る こ と が知 られ た . 本研究 で
は , C D 34陽性 の 純化 した造血 幹細胞の 分化 ･ 増殖 に 与 え る 幹
細胞因子や そ の 他各種 の サ イ トカ イ ン の 相互 作用を研究する .
→ 方臨床面 で ほ . 今 日 , 造 血器系悪性腫瘍や遺伝性酵素欠損
に よ る先天 性代謝異常症が , 骨髄移植 に よ っ て , 正 常 の 造血 幹
細胞 を移植する こ と に よ っ て 治療 され 効果をあげて い る . 骨髄
と 同様 に 臍帯血 は 血 液幹細胞 の 豊富 な供給源で ある こ と ほ以前
よ り い わ れ て お り
15 ト 21)
, 事実臍帯血中に ほ 1.3 % 前後 と骨髄 と
ほぼ 同程度の 造血 幹細胞が 算定 され て い る22) . 1 98 9年 G lu ck-
m a nら
2ユ)に よ り フ ア ン コ ニ 貧血 の 男児 に対 して 初め て臍帯 血幹
細胞移植が行な われ て 以来 , 現在の と こ ろ白血 病 , 神経芽細胞
種 , 重症再生不良性貧血 , W iskott-Aldrch 症候群な ど計15例 に
移植が施行され た24 ト 26) . 臍帯血 幹細胞移植の 利点 と して 1) 捷
供老に苦痛 を与えな い , 2) ウイ ル ス 感染 の 危険性が少な い ,
3) 移植片対宿主疾患(gr aft- V e rS u S-hosトdis e a se, G V H D)が 少
な い , 4) 骨髄よ りも未熟な細胞が多い , な どが あげ られ る .
一 方不 利な点 と して , 1) 取りうる細胞数が限 られ て る , 2)
母 親の T細胞 の 混入 , 3) 採取の 際の 細菌 の 混入 , 4) 移植片
対白血病細胞効果(graft-V er S u S-le uke mia-effe ct, G V L)が 少な
い , な どが あげ られ る . 特に こ の 中で最も問題に な る の が 採取
量不足 である . 本研究 で ほ こ の 問題 を解決する た め , 臍帯 血 を
使い 幹細胞因子 に 他 の サ イ ト カ イ ン を観み 合わ せ た 生体外培養
系に お い て造血 幹細胞を自己複製 , 増幅 しうるか , ま た臍帯血
幹細胞 と骨髄お よび 末梢血中の 幹細胞 との 分化増殖能 の 比較 ,
さ らに 培養液 と して 臍帯血 血 祭を使用 した と きの 効果など臍帯
血 幹細胞移植の 可 能性 に つ い て 基礎的検討を加 え た の で報告す
る .
対象お よび方法
Ⅰ . 臍帯血 中非付着単核細胞 の分離
臍帯血 ほ 石川県立中央病院 で分娩 した 新生児(妊娠 , 分 娩経
過 に 異常を認 め なか っ た児) よ り , 末梢血 ほ 白血 病寛解中庸児
よ り , 骨髄液 ほ 白血 病寛解中の 児 , 骨髄転移 の な い 固形腫瘍 の
児 お よび 骨髄移植供血者 よ り ヘ パ リ ン 加採取 し, フ ィ コ ー ル ー
ハ イ パ ー ク (Fic oll-Hypaqu e) 比重遠 心 法 に て 単 核 細 胞
(m o n o n u cle ar c e11s. M N C) を分離 した , 得 られ た 単核細胞 を
5% 非働化 ウ シ 胎児血清(fetal bovin e s er u m, F B S)(Nipr o, 大
阪), 25m M H E P E S, 0･3m g/ml L- グ ル タ ミ ソ , 200 U/ml ペ ニ シ
リ ン な ら び に 1 0〟g/ml ゲソ タ マ イ シ ソ を 含む R P M I 1640培養
液(Gibc oLabor atorie s, Gr a ndIsla nd, N Y, U SA)に 浮遊 して プ
ラ ス チ ッ ク フ ラ ス コ No ･3375(Co starCa mbridge, M A, U S A)に
て37 ℃, 30分 間培養 し, 臍帯血 中非付着単核細胞(n o n adher e nt
C ells, N A C) を採取 した . 細胞 の 洗浄に は0.1 M リン 酸緩衝塩化
F B S, fetal bovin e s eru m; G-C S F, r e C O mbinant hum a n
西
ナ ト リ ウ ム 液 (pH7･4)(phosphate-buffe red s alin e, P B S)を使用
した .
Ⅰ . C D34 陽性細胞の分画
NA C を 2- ア ミ ノ エ チ ル 臭化イ ソ チ オ ウ ロ ニ ウ ム(amin o ethy-
1-isothio uro niu m br o mide) (Sigm a C he mic al, St･ Lo uis, M O,
U S A) 処理 羊赤 血球を用 い た ロ ゼ ッ ト形成 と フ ィ コ ー ル ー ハ イ
パ ー ク 比重遠心 法 に て , E- ロ ゼ ッ ト形成細胞(E +細胞)と E-ロ
ゼ
ッ ト非形成細胞(E-細胞)と に 分画 した . E - 細胞 を P B Sに
再浮遊 し , 次 に ダ イ ズ ア グ ル チ ニ ン (s oybe a n ag gIutini｡,
SB A
2T)) 陽性細胞分離培養フ ラ ス コ (Al S M ic r oC E Le ct｡r
T MT-125Cell Cultu re Flask No･9100, Ap plied Im m u n e
Scie n c e s, M e nloPark, C A, U S A) に 移 して室温1時間静置 し,
非 付 着細胞 (S B A一 紙 胸) を 回 収 し た . こ の S B Aq 細 胞
(2×107/ml)50pl に フ ィ コ エ リ ス リ ン (phyc o erythrin, P E) 標識
抗 C D34抗体 (Anti- H PC Aq2, Be cto n Dickin s o nlmm u n o cyt-
O m etrySyste m s, Sa nJo s e, CA, U S A)5pl を加え 4 ℃, 20分静
置 , PB S で 洗浄後 , E PIC S-ELIT E(Co ulte rEle ctr o nic sIn c,,
Hiale ah, FL, U S A) を用 い て C D 34陽性細胞を ソ ー テ ィ ン グ し
た .
Ⅲ . サ イ トカ イ ン
艇み 換 え型 ヒ ト顆粒球 コ ロ ニ ー 形 成刺激因 子 (r e co mbin a nt
hu m a ngr an ulo cyte c olo ny stim ulatingfacto r, G- C S F) は 中外
製薬 (東京) よ り , 観 み 換え型 ヒ ト額粒球/マ ク ロ フ ァ ー ジ コ
ロ ニ ー 形 成 刺 激 因 子 (r e c o mbin ant hu m a ngr a n ulo cyte/
m a cr ophage c olony stim ulating fa ctor, G M- CS F) ほ住友製薬
(大阪)よ り , 組 み換 え型 ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン 3 (rec o mbin-
a nthu m a ninte rle ukin 3,IL-3, 比括性 1 08U/mg), 組み 換え 塾
ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン 6 (re c o mbin a nt hu m a ninterleukin 6,
II;6, 比活性 1 07U/m g 以上), 組 み 換 え 型 ヒ ト 幹細胞困子
(re c o mbin a nt hu m a n ste m c ell fa ctor, S C F), お よび 組み 換え
塾 ヒ ト エ リ ス ポ イ ェ チ ソ (r e c o mbin ant hu m a n e rythr opoietin,
E P O) ほ キ リ ン ビ ー ル (東 京)よ り ∴阻み 換 え 型 ヒ ト イ ン タ ー
フ ェ ロ ソー r(r e co mbin a nthu m a ninterfer o n-T,IF N-r)は 塩野義
製薬(大阪)よ り そ れ ぞれ 供与 さ れ た . な お 予備実験 と し て
N A C を使 い 種 々 の サ イ ト カ イ ン 濃 度で液体培養 , コ ロ ニ ー 形
成を 行ない 以下 の ご とく に 各 サ イ ト カ イ ン の 至 適濃度を決定 し
た ･ G-C S F 20ng/ml(コ ロ ニ ー 形成 の み に 使用), E P O 3U/ml
(コ ロ ニ ー 形成の み に 使用), G M-C S F l Ong/ml(液体培養の み
使用),IF N-T lOO U/ml(液体培養の み に 使 用), Ⅰし3, Ⅰし6, S C F
ほ 液体培養 に ほ 10ng/ml, コ ロ ニ ー 形成 に ほ 20ng/mlと した .
Ⅳ . 杭サ イ トカイ ン抗体お よび 抗 c一 点托 抗体
ウ サ ギ抗 E P O抗血 清(1 0ng/ml E P O を 20p g/ml で完全 中
和)は キ リ ン ビ ー ル よ り , ウ サ ギ抗 G M-CS F抗血 清(800倍希釈
で G M-C S F l Ong/mlを 完全 中和)ほ住友製薬 よ り , 抗 c-kit 抗
体(S R-1, 1,10 0,00 0倍希釈 で S C F lOn m oVl を90% 以上 中
和)28)は , Ⅴ ･ C･ Br o udy 博 士 (Univ er sity of Washingto n,
Se attle, Wa shingto n) よ りそ れ ぞれ供与 され た .
Ⅴ . ヒ ト臍帯血 血紫
石川県立中央病院 で 採取 した ヘ パ リ ン 加臍帯血 を 単核細胞分
離前に 450g, 5分間で 遠心 し 上 清 を 採取 し , 0.45〟m フ ィ ル
gr a nulocyte c olo ny stim ulating fa ctor; G M- C S F,
r e c om binant･lhu m a.p
'1 granulo cyte/m acr ophage colo ny stim ulating factor; GVH D, grafトV erSuS-ho st-dise as e;
G V L, graft- V e r S u Si印ke mia- effe ct;IF Nl , re CO mbin ant hu m a n interfer on -T ;I G F, in sulin-1ike growth factor;
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ク ー (マ イ レ ク ス H A, S L H A O 250S, 日 本 ミ リ ポ ア 工 業 , 山
形)を 2 回通 した後非働化せずそ の ま ま使用 した .
Ⅵ . 液体培養
10% 非働化 F B S ま た は10% ヒ ト臍 帯血 血 疑を 加え た R P M I
1640培養液に NA C, C D34陽性細胞 を そ れ ぞれ 10
6/r nl,3×104/
mlの 濃度 で 浮達 した . こ れ に 種 々 の サ イ ト カ イ ン を 加え , 24穴
平底プ レ ー ト (Cor ning Gra ssW orks, Cor ning, N Y, U S A) に
1mlず つ 分注 し 5 % C O2, 37 ℃∴湿度100%で 液体培養を開始 し
た . 3 日 ま た は 6 日毎に 細胞浮遊液を半量取 り除き新た に 培養
液お よ び サ イ ト カ イ ン を 半量ず つ 追加 した . 取 り除い た 細胞浮
遊液を使用 して総細胞数お よ び C D 34陽性細胞数を算定 し, コ
ロ ニ
ー 形成を行 な っ た . な お 培養液 に F B S を使用 したも の を
FB S液体培養系 , 臍帯血血 紫を 使用 した も の を 臍帝血 血 凍液
体培養系 と した .
Ⅶ . 総細胞数および C D34陽性細胞数の算定
経時的に液体培養中よ り取 り出 した 細胞 を0.16% ト リバ ン プ
ル ー (try pa nblu e) (和光純薬工業 , 大阪) を含む P B S で染色
し, 総生 細胞数を算定 し た . C D 34陽性細胞 ほ , P E標識抗
C D34抗体に よ る免疫蛍光染色で 細胞数 を算定 した . 染色 は 4
℃ , 20分間 で , その 後 3% 非働化F B S お よび0.1%ア ジ化ナ ト
リ ウ ム を 含 む P B Sで 洗浄 し フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー Cytor o n
A bs olute(オ ー ソ ･ ダイ ア ス テ ィ ッ ク ･ シ ス テ ム , 東京)で解析
した .
Ⅶ . コ ロ ニ ー 形 成
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Fig.1. Amplific atio n of c olony for ming u nit-gra n ulocyte/
m a cr ophage c o u nted afterin c ubatio nfor 14 days (C F U-
G M-d14)fr o m c ord blood n o n adher ent c ells (N A C) after
in c ubati｡ n With c o mbin atio n of I L-3+IL-6+S C F･ N A C
w er ein c ubatedin aliquidc ultur e mediu m c o ntain lnglO %
F B Sa nd cytokin es･ Afterin c ubatio n for3 to 15 day
s,
c eus w e rehar v e sted a nd pr epar ed for the a ss ay of





. Data w eresho w nby the a mplific atio n ratio of
the c olo ny n u mber s as c o mpar edto the c olo ny n u mber of
day O. Ea ch point repr es e nts the m e a n±SE M･
* p< 0･05
a s c mpar ed to n o n e or single cytokine･
… □ … , n O n e;
- ◎ ～ , S C F; - ○ - , IL-3;
"-◎--一, IL-6;
一 困 - , I L-3 + S C F; 一 口 ー , IL-6 + S C F; … 圏 …-･
IL-3 +Ⅰし6; - △ - ,IL-3+IL-6 + S C F･
法






個の 細胞 を0.8%メ チ ル セ ル ロ ー
ス (m ethylc ellulo se) (FisherScie ntific, Fair La w n, NJ, U S A),
30 % F 王∋S, ま た ほ30% ヒ ト臍帯血 血祭 , 1 % 脱イ オ ン 化牛胎児
ア ル ブ ミ ン (bovin e s er u m albu min, B S A)(Sigm a), 各種サ イ ト
カ イ ン (S C F + IL-3 + Ⅰし6 + G-C S F+E P O)を 含むイ ス コ フ に よ
る 改良型 ダ ル ベ ッ コ 培 養 液 (Is cov e
'
s m odified Dulbe cco
'
s
m ediurn,I M D M) (Sigm a)に 加え 1ml と し , 24穴平底 プ レ ー ト
に 0.25mlず つ 分注 した . な お F B Sを使用 したもの を F B Sコ
ロ ニ ー 形成系 , 臍帯血 血 柴 を 使用 した も の を 臍帯血 血 衆 コ ロ
ニ ー 形成系 と した . コ ロ ニ ー 形成 の た め の 培養は 3穴培養で ,
5% C O2, 37 ℃t 湿度100%で 行な い , 培養 7 日 目 と14 日目に そ
れ ぞれ 倒立 顕微鏡 で , 40個以上 の 細胞 よ りな る 集団を コ ロ ニ ー
と し, 7日 目, 14日 日 に 顆粒球系 , マ ク ロ フ ァ ー ジ糸の 細胞集
団を形成する前駆細胞をそ れ ぞれ 顆粒球糸/マ ク ロ フ ァ ー ジ系
コ ロ ニ
ー 形成細胞(c olo nyforming uniトgr a n ulo cyte/m a cr oph-
age, C F U-G M-d7, C F U- G M-d1 4) と した . 7 日目に血 色素を保
持する細胞集団を形成する前駆細胞 を赤芽球 コ ロ ニ ー 形成細胞
(c olo nyfo r ming u nit-erythr oid, C F U-E), 1 4日 目に C F U-E より
大きい か 一 花火が は じけた よう に 広が る細胞集団を形成す る前
駆細胞を赤芽球バ M ス ト形成細胞(bu rstformingu nit-erythr oiT
d, B F U-E)と した . ま た14 日 目に 赤芽球系の 細胞 に 加え, 同時
に 額粒球系 , マ ク ロ フ ァ ー ジ弟お よび その 他 の 系の 細胞を含む
細鞄集団を形成する , よ り未熟な 前駆細胞 を混合 コ ロ ニ ー 形成
細胞(colo nyfo rming u nit-mix, C F UrM ix) と した . な お各 コ ロ
ニ ー の 細胞形態ほ , マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト で コ ロ ニ ー を つ り上 げ,
メ イ ･ グリ ェ ン ワル ド ･ ギ ム ザ (Ma,y
- Gr u n w ald-Gie m sa) 重染
色で 確認 した . な お実験 の ロ ッ ト毎の コ ロ ニ ー 数の ば らつ きが
大きい た め , 結果は液体培養 0日 目 の 値(コ ン ト ロ ー ル)で 険し
た 増幅度 で 表示 した .
Ⅸ . 統計学的検定法
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Fig. 2, A mplific atio n oftotalc elln u mber s of c ord blo od C D
34po sitiv e c ells after in c ubatio n with cytokin es. Data
W e re Sho w nby the a mplific atio n r atio of the n u mbers a s
c ornpar ed to the c elln u mber of dayO. Ea ch point o nthe
I し3 + Ⅰし6 + S C Fc ur v e rep es e nts the m e an±S E M. 艶,
IL-3 + S C F; ○,IL-6+S C F; ⊂], IL-3+Ⅰし6; ◎, II:3+I L-6
+ S C F,
Iし3, r e CO mbin ant hu m a ninte rle ukin-3; Ⅰし6, reC O mbin a nt hu m aninterle ukin





s m ediu m; M N C, m OnO n u Cle ar cells; N A C, n O n adhere nt cells;P B S, phosphate
-buffer ed salin e;､P E;
phyc oerythrin;S BA, SOybea n ag glutinin;S C F, r e C O mbina nt hu man stem cell factor
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検定 に は , Stude nt
'
s ト検定を 用 い , P<0.05を有意 と した .
成 績




ヒ ト臍帯血 N A Cの F B S液体培養系 に , 至適 濃度 の IL-3,
I L 6, S C Fを 単独ま た は種 々 の 組み 合わせ で添加 し , こ れ ら サ
イ ト カ イ ン の C F Uq G M-d1 4コ ロ ニ ー 形成 に 与え る影響を み た .
結 果 は 液体培養 開始 時 (day O) の N A C lO
5 個 当 た り の
C F U-G M-d14 数 に 換算 し, 0 日 目の C FU- GM -d1 4数 で 除 して
増幅度で 示 した . 図1 に 示 す ごとくIL-3 + IL-6 + S C Fの 組み 合
わ せ に よる液体培養15日 日の C F U-G M-d14 は, 21. 9 土8.3倍
(平均値土標準誤差) で あ り , IL-3 + IL-6 の 4. 4 ±3. 7倍 ,
Ⅰし3 + S C Fの6.7 土3.3倍 ,I L-6 + SCF の8.8 士8.2倍 とほ 有意差
は なか っ た が 一 番多か っ た . ま たⅠし3+IL-6+S C Fに よ る培養
系 は , IL-3,IL-6. S C Fそ れ ぞれ 単独 の もの お よ び無添加 の 場合
と比 べ ると , 培養12日 目以降で は有意 に C F U-G M-d14を 多く
形成 した (p< 0.05).
Ⅰ . 臍帯血 C D3 4陽性細胞 の増幅(図2 , 3 , 5)
次 に 細胞 ソ ー テ ィ ン グで え られ た ヒ ト臍帯血 C D 34陽性細胞
分画 を使い サ イ ト カ イ ン の 影響を検討 した . 図2 に 示 す ご とく
Ⅰし3 +Ⅰし6 十S C Fの 3者を 同時に 添加 した F B S液体培養系で
は ヒ ト臍帯血 C D 34 陽性細胞分画の 総細胞数 ほ増 え続け , 培養
54 日目に ほ , 培養開始時 の2,050士830倍(最商3,070倍) に まで
増幅 され , ま た I L-3 + IL-6,II;3 + S C F,Ⅰし6 + S C F添加群 と比
べ て もそ の 増 幅度 は大きか っ た . さ ら に , IL-3 +Ⅰし6 + S C Fの
組 み合わ せ に IF N-T ま た ほ , G M-C S F を添加 しても総細胞数
は l 非添加群 と有意差ほ な か っ た (図3). 培養後 の 総和胸 の 大
部分 は光顕的に ある程度分化成熟 した 細胞群とみ られ た . 造血
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Fig･3. T he effe ct of G M-C S ForIF N-T O nthe am plificatio n
Of c ord blo od C D 34po sitiv e c e11s afterin c ubatio n with
I L-3 + I L 6 + S C F in aliquidc ultu re. Amplific atio n oftotal
and C D 34po sitiv e c elln u mbe rs w e re m e a s u red aft r
in c ubatio n with cytokin e sfor6 to 54 days. Data w er e
Sho w nby the a mplific atio n r atio o王 the ce11n u mbe rs as
C O mpared to the c elln u mber of day O. Each point
repr es e nts the rn e a n士S E M. ⑳, tOtal c ell c o u nts for
I L-3 + IL-6 + S C F; A , tOtal c ellc o u nts fo rI し3 +I L-6+
S C F + G M-C S F; 因, tOtal c ellc o u nts forI し3 + IL-6 + S C F
+IF N-T ;○, CD34po sitiv e c ellc o u nts forI し3 +I L-6 +
S C F; △ , C D34po sitive c e11c o u ntsforIL-3 + Ⅰし6 + S C F 十
G M-C S F; □, C D 34po sitiv e c e11c ounts fo rI し3 +I し6 +
S C F +I F Nで .
酉
3 , 園5 に 示 す ごと く培養 0 日 目か ら培養 6 日冒に か け て は有
意差(p< 0.001)を も っ て上 昇 し , 培養1 2日 目 に は5.2 ±0. 9倍
(最高1 6.0倍) ま で増幅 され た が そ れ 以 降は漸減 して い っ た . ま
た , C D34 陽性細胞数に関 して も IF N-T また ほ GM-CS F添加
群 は ▲ 非添加群と有意差 ほ なか っ た . よ っ て 以後の 実験 で ほ液
体培養時添加する サ イ ト カ イ ン ほ II:3 + IL-6 + S C Fの 3者 の
組 み合わ せ と した .
Ⅲ . ヒ ト臍帯血 , 骨髄および末梢血 C D 34陽性細胞の細胞増
幅の比較(図4 , 5)
固 4 ほヒ ト 臍帯 血 , 骨 髄 お よ び 末梢 血 CD 34 陽性細胞 を
F B S液体培養系 で I L-3 + I L 6 + S C Fを 添加 して液体培養 した
後 の 総細胞数を示す . 骨髄 は培養6 日 目よ り臍帯血 に 比 べ 有意
に 総細胞数は少 なく(培養6 日目 で p = 0.001, 培養1 2日 目 で
p<0.01, 培養18 お よ び24 日目 で p< 0.05), 培養1 8 日目の ピ ー ク
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Fig. 4. Co mparis o n of total c elln u mber s afte rin c ubatio n
with IL-3 + IL 6 +S C Fa m o ng c ord blo od, bo n e m arr o w and
peripher al blo od C D 34positiv e c ells. Data w e r e sho w nby
the a mplific atio n r atio of the celln u mber s a s c o mpar ed to
the ce= n u mbe r of day O. Ea ch point r epr e se nts the
m e a n±S E M. ☆ p = 0.001, ★ p< 0.01, ※ p< 0.05 as
cornpar ed to c ord blood. ⑳, C Ord blo od; 鱒, bo n e m arr ow ;
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F ig.5. A mplific atio n of C D34po sitiv e c eIln u mbe rs of c ord
blo od, bon e m a rrow a nd peripher al blood C D34po sitiv e
C e11s afterinc ubation with IL-3 + IL-6 + S C F. Data w ere
Sho w nby the a mplific atio n r atio of the c elln u mbers a s
C O mpar ed to the c elln u mber of day O. Ea ch point
r epr e!e ntS the m e a n±S E M. ☆ p< 0.05a s c o mpar ed to
bo n e m a.rr o w. ★ p≦0.001a s c o mpa.r ed to day O. ◎, C Ord
blo od; 圏, bo n e m a rro w; A, Peripher al blo od.
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少 した . 末梢 血 C D 34 陽性細胞ほ36 日目 まで 培養 した か ぎ りに
おい て総細胞数は臍帯血 と有意差なく , 培養36 日 目 で培養開始
時の1,1 00±179倍 (最高11280倍) と な っ た ･
次に 液体培養後の C D34陽性細胞数 の 変化に つ い て で あ る
が , 図 5に 示 すご とく骨髄は培養後 よ り減少 し特に ピ
ー クを 作
らなか っ た .
一 方臍帯血 C D 34陽性細胞ほ培養開始時と比べ 培
養 6 日目 よ り培養2 4 日 目に 有意に 増幅 され た (p≦0･001)･ また
骨髄 と の 間に も培養 6日 目 よ り培養18 日目ま で 有意差を認め た
(p<0.05). 末梢血 に 関 して は症例数が 1例 しか なく統計学的評
価ほ で きな か っ た が 臍帯血 と 同等 に 増幅 され るか ある い は臍帯
血 と骨髄の 中間を推移す るよ う に思わ れ た .
Ⅳ . コ ロ ニ ー 形成能( 図6)
図6 に F B S液体培養系 に お い て 培養 した臍帯血 , 骨髄 , お
よ び末梢血 C D 34陽性細胞 の F B S を使用 した コ ロ ニ r 形成結
果を示 す . 結果は ヒ ト臍帯血 の 液体培養開始時(day O) の コ ロ
ニ ー 数を コ ン ト ロ ー ル と した増幅度 で示 した . な お コ ロ ニ
ー 培
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Fig. 6. Am plific atio n of c olo ny n u mbers ofc o rd blo od, bo n e
m arr o w, a nd periphr al blo od C D 34positiv e c e11s after
in c ubatio n with IL-3 +Ⅰし6 + S C F. A, C Olo ny forming
u nit-erythr oid(C F U-E); B, burst for ming u niトerythr oid
(B F U-E); C, C Olo ny for ming unit-gr a n ulo cyte/m a c rophage
c o u nted after in c ubatio n fo r 7 days (C F UrG M-d7); D.
c olo nyfor ming u nit-gr a n ulocyte/m a c rophage c o u nted afte r
in c ubatio nfor14 days(C F u G M-d1 4); E, C Olo ny for ming
u niトmix (C F U-M ix). CelIs w er ein c ubated in a liquid
c ultu re m ediurn c o ntaining lO % F B Swith IL-3 + IL-6 + S-
C F. A fter in c ubatio n for 6 to 18 days, C ells w ere
harvested a nd pr epar ed for as says of colonie s asdescribed
in
"
M ate rials a nd Methods
"
. Data w e re sho w nby the
a mplific atio n of the c olony n u mbers a s c o mpared to the
c olo ny n u mbe rs of day O. T he c o ntrol(day O) colo ny
n u mber s of c o rd blo od w ere a sfollo w s :C F U-E, 6,900 ±740
(m e a n±S E M) per l O5 C D 34po sitiv e c e11s; B F ULE,
1 0,470 ±1,250; C F U- G M-d7, 2,700 ±390; C F U- G M-d1 4,
4,890 ±670a nd C F U-M ix, 3,670 土730. Each point repre se
-
nts the m e a n±S E M. * p<0.05a s c o mpared to bon e
m arr o w a nd/o rpe ripher aLblo od. ※ p<0.05a s c o mpared
to day O. ☆ p<0.005as c o mpar ed to da,y O. ◎, C Ord
blo od; ○, bo n e m arr o w; □, peripher a.1 blo od.
E P Oの 組み合わ せ と した . 図6 に 示 す ごとく ヒ t 臍帯血 で ほ
赤芽球系 の C F U-E, B F u Eは , 培義 6 日 目で 培養0 日目と 比
較 して 有意差 をも っ て 増加 して お り , そ れ ぞれ C F U-E が
5.5 ±1.6倍 (最高17.9倍) (p<0.05), B F U-E が3.5 士0.9倍(最高
10.3倍) (p<0.05) と ピ ー ク に 達 し , 以後漸減 した . ま た 顆粒
球/マ ク ロ フ ァ ー ジ系の C F U,G M が有意差をも っ て 増加 した
の は培養 6日 目 の み で あ っ た が(p< 0.05), そ の 後も緩や か に増
加 し, ピ ー ク ほ やや 遅れ て CFU-GM-d7は 培養12 日 目に98.2土
28.4倍 (最高44 1倍) と な り , C F u G M-d1 4は 培養18日 目
15.6 ±3.3倍 (最高38.1倍) とな っ た が , や は りそ れ 以後は漸減
した . よ り未熟な 混合 コ ロ ニ → 形成細胞である CF U-M ix ほ ,
は っ き り した ピ ー ク は認め ず漸減 し培養18 日 目に お い て 培養0
日 日 と比較 して 有意 に 減少 を認め た (p<0.005). 一 方 , 骨髄
C D34陽性細胞ほ い ずれ の 系統の コ ロ ニ ー 数も培養途中に ピ ー
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Fig. 7. A mplific atio n of total c elln u mber s of c ord blo o
d
C D 34po sitiv e c ells in c ubated in aliquidc ultu re m ediu m
c o ntaining lO % FB S or l O %c ord blo od pla s m a with
I L 3+IL-6 + S CF. Data.w ere sho w nby the a mplific atio n
r atio of the c eu nu mber s a s c o mpared to the c elln u rnber
of day O, Ea ch point repr es e nts the rn e a n土S E M･ ⑳･
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Fig .8, Am plific ation o王 CD34po sitiv e c elln u mbers of co rd
blo od C D 34po sitiv e c eus in c ubated in a liquidc ultur e
m ediu m containing lO % F B SorlO %c ord pla s m awith
IL-3 +Ⅰし6 + S C F. Data w er e sho w nby the a mplific atio n
ratio ofthe ce11n u mbe rs as c o mpar ed to the c elln u mbe r
of day O. Ea ch point r epr e s ents the .m ean土S E M･ ★
p≦0.005a s c o mpar ed to c ord plas ma c ultur e sy te m ･ ⑳ ,
F B S; ○, C Ord la s m a.
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(dayO) の コ ロ ニ ー 自体臍帯血 よ り少な く, 特 に B F U-E に 有意
差を認め た(p< 0.05). ま た液体培養開始後も骨髄と臍帯 血間に
ほ C F U-M ix を除 い て コ ロ ニ ー 数 に 有意差を認め た . 末梢血 の
C F U-G M-d7, C F U- G M-d1 4を腰帯血 と 比較す ると経時的 に み
ても , 有意に 少な か っ た (p< 0.05). な お骨髄 , 末梢 血 の 間に は
特 に 有意差は認め な か っ た .
Ⅴ . FI】S液体培養系 と ヒ ト臍帯血血渠液体増義系の比較( 図
7 , 8 , 9)
囲 7 ほヒ ト臍帯血 C D 34陽性細胞を F B S液体培養系ま た ほ
ヒ ト臍帯血 血 凍液体培養系で培養 した 時の 総細胞数を示 す. 42
日間培養 した 限 り で ほ F BS 液体培養糸の 方が や や 総細胞数 は
多 い 感が あ っ た が , 両者間に は有意差ほ認めな か っ た . 培養36
日 目で臍帯血 血 旅液体培養系 は44 6 ±1 40倍 (最高1,2 00倍)▲
F B S液体培養系は前述の ごとく培養54 日目 に2,050 士8 30倍(最
高3,070倍)とな っ た . 図 8 ほ∴両培養系に おけ る CD 34 陽性細
胞数の 経時的変化を 示 す . 臍帯血 血祭液体培養系で の C D 34陽
性細胞ほ総細胞数 ほ ど の 増幅度は見 られ ずむ しろ F B S液体培
養系 に 比べ 明らか に 少な か っ た . ピ ー ク も早く培養 6 日目 で
1.7 ±0.6倍 (最高5.3倍) で あり, 培養1 2 日目 , 18 日 日 で両者間
に 有意差が認 められ た (p≦0.005). 次 に コ ロ ニ ー 形成能 で あ る
が , 図9 に示 すご とく C F U- G M は F B S液休培養系の 方 が 多
か っ た . 一 方 C F U-E, B F U-E で は , F B S液体培養系は培養初
期(6 日 目)に ピ ー ク が あり , ヒ = 済帯血 血嫌液体培養系 はや や
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Fig･ 9･ Amplific atio n of colony n u mber s of c ord blo od C D 34
positiv e c e11s afterin c ubatio nin aliquidc ultu r e m ediu m
C O ntainingIし3 + ILL6 + S C F. A, C Olony fo rming u nit- eryt-
hr oid (C F U-E); B, bu rstforming u nit-erythr oid(B F U- E);
C, C Olo ny forming u nit-gr an ulo cyte/m a cr ophage c ou nted
after in c ubatio n for 7 days (C F U- G M-d 7); D, C Olo ny
forming u nit- gr an ulo cyte/rn a cr ophage c o u nted after
in c ubatio nfor1 4 days (C F u G M-d1 4); E, COlo ny forming
uniトmix (C F U-M ix). A fterin c ubatio nfor6 to 24 days,
C e11s w er ehar v ested a nd pr epar ed for ass ays ofc olo nies a s
de s cribed in
' L
M aterials and Methods
"
. Data w er e sho w n
by the arnplific atio n ratio of the colo ny n u mber s a s
C O mpar ed to the c olo ny n u mbers of day O. Ea ch point
r epr e se nts the m e a n土S E M. ◎, F B S; ○, C Ord plas m a.
西
は なか っ た .
Ⅵ . FB Sを使用 L たコ ロ ニ ー 形成 と ヒ ト臍帯 血 血 紫を使用
した コ ロ ニ ー 形成の 比較(因10)
図10 は臍帯血 C D 34陽性細胞を F B S液体培養系で培養 した
後 t 経時的に 採取 し, F B Sコ ロ ニ ー 形成系 お よび ヒ ト臍帯血血
祭 コ ロ ニ ー 形成 系 で 形成 され た コ ロ ニ ー 数 を 示 す , C F U-E,
BF u Eほ 有意 に ヒ ト臍帯 血 血 凍 コ ロ ニ ー 形成 系 の 方 が 多 く
(p< 0.05), F B Sコ ロ ニ ー 形 成系 の 培養開始時の コ ロ ニ ー 数 (コ
ン ト ロ ー ル) に 比 べ 培養 6 日 目 に C F U-E は12.1 士3.0倍 (最高
37.9倍)B F U-E ほ7.4 ±1.4倍 (最高17.0倍) の コ ロ ニ ー を 形成
し た (F BS コ ロ ニ ー 形成 系 で は C F U-E が5. 5 ±1. 6倍 ,
B F U-E が3.5 ±0.9倍). 加 えて コ ロ ニ ー サ イ ズ も明 らか に ヒ ト
臍帯血 血 祭 コ ロ ニ ー 形成糸 の 方が 大きか っ た . C F U- G M ほ 全
俸的に F B Sコ ロ ニ ー 形成糸の 方が 多く , 特 に C F U-G M-d14で
は培養開始時よ り培養12 日 目 まで有意差 を認め た (p< 0.05).
Ⅶ . 坑サイ トカイ ン 抗体および杭 c一 拍 抗体に よ る ヒ ト臍帯
血 C D 34陽性細胞の増殖抑制 (図1 1, 図1 2, 図1 3, 表
1)
図11 ほと = 靖帯血 C D 34陽性細胞を F B S液体培養系 に おい て
培養 した 後, F B S を使用 して コ ロ ニ ー を形成 させ る時点で サ イ
ト カ イ ン (I L 3+I L-6+S C F+ GTC S F+ E P O) に 抗体 c-kit 抗体
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Fig. 10. Co mpa ris o nbetw e enF B Sa nd c ord pla sm a in the
a mplific atio n of c olo ny for m atio n of c ord blo od C D34
positiv e c ells. A, C Olo nyfo r ming u nit-erythr oid(C F U-E);
B, bu rstfor ming u nit-erythr oid(B F U- E); C, C Olo nyfor ming
unit-gr a nulo cyte/m a cr ophage c o u nted afterin c ubatio nfor7
days (C FU-G M-d7); D, COlo ny fo r ming u nit-gr a n ulo cyte/
m a cr ophage c o u nted afterin c ubatio nfor 14 days (C F U-
G M-d14); E, C Olo ny forming u nit, mix (C F U- M ix). A fter
in c uba,tio n for 6 to 24 days, C ells w e rehar v e sted a nd
pr epar ed fo r a ss ays of c olo nie sin a s e mi-S Olidc ultu re
m ediu m c o ntaining 30 % F B Sor 3 0 %c ord pla s m a as
des cribed in
"
M a.terials a nd Methods
"
. Data w er esho w n
by the a mplific atio n of the c olo ny n u mbers c o mpar ed to
the c olony n u mber s of dayO in F B Sc ultu re syste m. Ea ch
point r epre se nts the m e a n±S E M. ★ p< 0.05(F B S >c ord
plas m a) a nd * p<0.05(F B S <c o rd pla s m a) a s c o mpar ed
to c ord plas m a. ⑳, F B S; ○, C O rd pla s m a.
臍帯血造血幹細胞 の 体外増幅に 関す る研究
もの である ･ な お結 果はそ れ ぞれ の 日 の 抗体 を加 えな か っ
た も
の を コ ン ト ロ
ー ル と した 比 で 表 した ･ C D 34 陽性細胞分離時
(day O)に お け る
コ ロ ニ p 抑 制 ほ B F UrEI C F U-G M-d71
c F U-G M-d14 で 有 意差 を 認 め た (B F UTE･ p<0･001; C FU
-
G M-d7, p<0･001;C F U-G M-d1 4,p< 0･05)■ 赤芽球系の 抑制は そ
の 後も顕著と な り C FU-E も培養6 日 目 (day 6) よ り有意 に 抑
制され た (p<0■001)･
一 方顆粒球系 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ系に 関 し
て ほ逆の 傾向を認め , C F u G M-d7 ほ培養 6 日目以降は コ ン ト
ロ
_ ル と有 意差 は認 めず , C F U-GM -d1 4も培養1 2 日目 (day
12)に は コ ン ト P p ル と有意差ほ認め な くな っ た ･ C FU
-M ix は
培養開始時で コ ン ト ロ
ー ル に 比 べ 有意 に 抑制 され て い たが
(p<0･001) それ以降 は コ ン ト ロ
ー ル 自体 コ ロ ニ ー 形成少 なく統
計学的評価は行わ れ なか っ た ･ 図12 ほ図11で 使用 した F B S
コ
｡ ニ
ー 形成系の 代 わ り に ヒ ト 臍帯 血 血 疑 コ ロ ニ
ー 形成 系を 使
い , サ イ ト カ イ ン も S C F を除 い た IL-3 + Ⅰし6 + G-CS F+
E P Oの 組み合わ せ で行な っ た結果 を示 す . ヒ ト臍 帯血 血 輿 コ
ロ ニ
ー 形成 系 に お け る S R-1 に よ る 抑制試験 で ほ F B Sコ ロ
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Fig.11. Sup pressiv e effect of a ntirc-kit a ntibody, S R-1, O n
c olo ny for matio nfro m c ord blo od C D 34po sitiv e c ells in
the F B Sc ultur e syste m. Data w er e sho w nby per c e nt of
the c o ntroIs witho ut S R-1. Ea ch bar r epre s e nts the
m e an±S E M. * p<0.001, ★ p<0.05 a s co mpar ed to
c olo nyfor m ato n witho utS R-1. ☆ p<0･01a s c o mpar ed to
day O c olo ny fo r matio n. 喝 , C F U-E; 圏, B F U-E; 臼,
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Fig. 12. Sup pr es siv e effe ct of a nti
- C-kit a ntibody, S R-1, O n
c olo ny for m atio nfr o m c ord blood C D 34po sitiv e c e11s in
the c ord plas m a c ult r e sy te m n otin cluding S C F･ Data
w er e sho w nby pe rc e nt of the c o ntr oIs witho ut S R,1･
Ea ch bar r epr e se nts the m e a n土S E M. 困, C F U-E; □,

























C F U. E B F しトE C F U- GM･ d7 C Fしト G M
- d 1 4
Fig. 13. Sup pr es siv e effe cts of a ntトE P Oa ntibody o n c ol ny
for m atio nfro m c ord blo od C D 34positiv e c e11s. Data w e r e
sho w n by the c olo ny n u mber s/105 c els. Each bar
r epre s e nts the m e a n土S E M. ☆ p<0.05a nd ★ p<0.005a s
c ornpa red to the c o ntrol(witho ut a nti-E P Oa ntibody). 困 ,
c o ntr ol;BZl, a nti-E P Oa ntibody O,67p g/ml; 田 , a nti-EP O
antibody 67 FLg/ml.
Tablel. Sup pre ssiv e efLe cts of a nti
- GM-CS Fa ntibody o nhe m atopoietic proge nitor c e11c olonies
Sa mpte
Num ber of c olonies/105 C D 34positiv e cells
C F U-E B F U-E C F U- G M(day 7) C F U-G M(day14) C F U-M ix
Cord blo od l
Co ntr oI
AntiTG M-C S F l: 800
Anti- G M-C S F l:1 60
Cord blo od 2
Co ntroI













Cord blood C D 34po sitiv e c ells w er epr epar ed for a ss ays of c oIQnie$一irl a S emi
一等Qlidc扉tu re m 上ediu m c o ntaining 30 %
l COrd pla s m a a nd:-S CF十Ⅰし3+‡L-6士EPO+G-C S F with or witho ut a nti- G M-C S Fa ntibQdy･
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ロ ニ ー も有意に 抑制 され なか っ た . た だ し結果は 示 して い な い
が S C Fを 加え た もの と 比較す ると S C Fを除 い た も の ほ 赤芽球
系の コ ロ ニ ー の 数 , 大きさ とも減少 し て い た が そ れ で も F B S
コ ロ ニ ー 培養系 , IL 3 + IL-6 + S C F + G-C S F + E P O添加群 と同
等ある い ほそ れ 以上 の 赤芽球系 コ ロ ニ ー を 形成 した . 図13 はヒ
ト臍帯血 を使用 した コ ロ ニ ー 形成 に 対す るウ サ ギ抗 E P O抗血
清の 影響 を示す . Ⅰし3 + Ⅰし6 + S C Fを組み 合わ せ た もの を コ ン
ト ロ ー ル と し , ウ サ ギ 抗 E P O抗血 清 を 0.67〃g/mI ま た ほ
6.7FLg/mlカロえ , コ ロ ニ ー 数の 変動 を調 べ た . C F u E, B F U-E 共
に 0.67pg/ml で 有意差 をも っ て 抑制さ れ た (C F u E, p< 0.05;
B F U-E, P< 0.005). 表 1 はヒ ト臍帯血 コ ロ ニ ー 形成系に 対す る
ウ サ ギ 抗 G M-C S F抗血 清の 抑制を 示 す. ヒ ト臍帯血 コ ロ ニ ー
形成系 に サ イ ト カ イ ン と して Ⅰし3 + Ⅰし6 + S C Fを 加 え た も の
を コ ン ト ロ ー ル と した が , 臍帯血 1 (c ord blo od l), 臍 帯血 2
(c ord blo od 2) 共に 顆粒球系 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ系は25～ 7 5% 抑
制 され た が , 赤 芽球糸 は有意な抑制 は認め なか っ た .
考 察
発生学的 に 造血 は ▲ マ ウ ス に お い て 胎生7 - 12日頃 よ り卵黄
嚢 にて 始 ま り , 胎生12 日冒以降 , 肝臓 に 移 り そ し て 骨髄 へ と
移 っ て 行く . こ の 造血 の 場の 移動ほ ヒ トで も同様 で , 誕生後も
そ の 生体 の 流血 中及 び臍帯血 に ほ多数 の 血 液幹細胞 が含 まれ ,
また G V H D が少ない こ とか ら臍帯 血幹細胞移植 が骨髄移植 の
代用 と して試み られ るよ うに な っ た . しか し移植 を 行なうに あ
た っ て は l 例 えば , W agn e rら2 4)の 施設で 使用 した臍帯 血量ほ
103 土49ml で さ らに 胎盤静脈よ り 31 ±61ml採取 して お り , 一
般 に こ の 量の 臍帯血 を 採取す るの は 困難を要 し , 臍帯血 幹細胸
移植の 普及に 大きな障壁に な っ て い る . 自 己複製能力を有する
血液幹細胞お よ び各系統の 血液前駆細胞の 体外増幅が今後の 重
大な研究課題 とな る ゆ えん で ある . また そ の 背景 に は 近年造血
幹細胞 に お け る c一触 の 発現お よ びそ の リ ガ ン ドで ある S C Fの
発見 が 大きく貢献 し て い る . 従来 再生 不 良性貧血 お よ び
Dia m ond-Bla ckfa n 貧血 の モ デ ル マ ウ ス と して 有 名 な W 突然変
異の W/W V マ ウ ス お よ び ぶJ突然変異の 罰/ぶJd マ ウ ス の 分子生
物学的解明が な され6 卜12)31 ト 33), W 遺伝子 は チ P シ ソ キ ナ ー ゼ 型
受容体で ある c一点克 を コ ー ド し ∴∬ 遺伝子ほ c一触 の リ ガ ン ド
で あ る S C Fコ ー ド し て い る こ と が 判明 した . こ の c一 拍 ,
S C F ほ生体内 で は 生殖細胞 , 色素細胞 , 神経細胞 , 血 液細胞 に
分布 して お り , 特 に 胎生期に お い て 前述 した造血 の 場の 移動に
一 致 して c一 拍 , S C F遺伝子 の 発現も移 っ て ゆき , 以前 の 造血 の
場に おけ る c-kit, S C F遺伝子の 発現量は発生 が進む に つ れ 減
少 して い く こ とが 報告 され て い る叫卜胡 ). ま た , C一 触 を発現 して
い る血液細胞株 と して は ▲ 肥満細胸株 , 赤 芽球細胞株 , 骨髄球
系細胸株 , 巨核球界細胞株 , 多能性造血前駆細胞株な どが あげ
られ , こ の リ ガ ソ ドで ある S C Fは l 非常に 未熟 な細胞 に働く
サ イ ト カ イ ン とされ て い る .
S C F ほ単独 で は ほ とん ど細胞増殖活性を持 た な い 各種 の サ
イ トカイ ソ と協同 し c一 触 を 発現 して い る上 記細胞 に対 し増殖
促進作用が示 され て い る . 従来 マ ウス , ヒ トの 骨髄細胞を使用
した報告が多 い が
3Tト瑚
, 臍帯血造血 幹細胞 の 増幅 に 関す る発表
は少な い . Bro x m ey rら16)は , 未分画臍帯血 を S C F と他の サ
イ トカ イ ン な 組み 合わ せ て培養す る こ と に よ り , 血 液前駆細胞
を他の サ イ ト カイ ン の み に 比べ 2 ～ 1 6倍 に増幅された と報告 し
てお り, また M igliac cio ら
41)は S C F + Ⅰし3 の 条件下で臍帯血
西
S B A陰性 C D34陽性細胞を培養 し コ ロ ニ ー 形成細胞を20倍近
く ま で増幅 した ･ さ らに M aya ni ら42)は ▲ 臍帯血 よ り CD 34陽
性 45 R A弱陽性 C D 71弱 陽性細胞 を 分画 し S C Fに IL-3,
Ⅰし6, G M-C S F, さ らに E P O, G-C S F, マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー
形 成 刺 激 因 子 (re c ombin ant hum an m a cr ophage c ol ny
Stim ulatingfa ctor, M-C S F) を加え C D 34陽性細胞を1 23倍ま
で , 額粒球系前駆細胞を70倍 ま で , 赤芽球系前駆細胞を55倍ま
で , 多能性前駆細胞を 4倍に増幅 させ た . 今回 の 著者の 実験に
お い ても , S C F と未分化な細胞 に 働くと考え られ て い る サ イ
トカ イ ン の Ⅰし3 + IL-6 の 組み 合わ せ が , 臍帯血 の N A C およ び
C D34陽性細胞に 対 し て 著 明 な細胞増殖 を促す こ と が示 さ れ
た . 特 に C D 34陽性細胞分画は , IL-3 + IL-6 + S C Fに よ る液体
培養下で , 総細胞数ほ増え続け約50 日冒 に は 培養開始時の 約
2,000倍 と な り, 従来 の 報告 に 比 べ 非常に大き な増幅率で あ っ
た , 一 方 S C F ほ, G M-C S F と組み 合わせ ても明らか な細胞増
殖を促す こ とが認 め ら れて お り3T)
～ 39)
,
IL-3 + G M-C S Fの 組み合
わ せ に つ い で Sa ela nd らに よれば , 臍帯血 C D 34陽性細胞の 液
体培養で ほ IL-3 の 方が G MTC S F より素早く か つ 強力に 細胞増
殖 に 働くが , 両 者の 観 み合 わせ ほ特に 好酸球 コ ロ ニ ー に 相乗的
に働く と して い る
43)
. 同様の 促進作用 は他 の 研究者 に よ っ ても
認め られ て い るが44)
～ 46)
, 今回 の 著者の 実験条件 で は , G M-C S F
の 添加培 養後 の 総細 胞数 お よ び C D 34陽性細 胞数 を ,
G M-C S F非添加群 と比較 した が 両者間 に は 有意差 は認 め な
か っ た . また S hioha raら
4Q)に よ っ て 以前ほ血 液前駆細胞の 抑制
因子と して知 られ て い た I F N-T が マ ウ ス の S C F と共に 骨髄球
系産生の 幼君細胞 に 働 い て 細胞の サ イ ト カ イ ン に 対す る反応性
を促進する とす る報告 が さ れた . ま た Ca u x ら4T)に よ り ヒ ト
C D 34陽性細胞 に 対 して も同様 の 効果が あ っ た こ と が示 され て
い る . しか し著者の 実験 で は S C F + IL 3 + Ⅰし6の 培養系に おけ
る IF N-r の 相加相乗作用 に つ い て , IF N-γ 添加群 と非添加群の
総細胞数 , C D 34陽性細胞数を比較 したが 両 者間 に は 共 に 有意
差 は認め な か っ た . い ずれ も培養系 , 各サ イ ト カ イ ン の 濃度な
ど実験条件の 違い に よ ると 考え られ た .
総細胞数増幅 とい っ た 面に お い て は S C F添加 した著者 の 培
養系は確か に 有効 で あ っ た が , 増 幅され た 細胞ほ光顕的に も分
化傾向がみ られ , C F U-G M-d7 やC F U-E が増加 した ごと く 血
球各系統 に 分化 が進ん で し ま っ て い た . 臍帯血 幹細胞移植 で最
も必 要とす る細胞 は多分化能と自己複製能 を有す る最も未熟な
造血幹細胞 と , コ ロ ニ ー 形成前駆細胞の 中で も , よ り 未熟 な
C F U-M ix や C F U-G M-d14 や B F U-E である . 本研究の 自己複
製能に 関 して ほ , 1) C D 34陽性細胞数ほ培養12 日目ま で ほ 約
5倍に 増え る が それ 以降は減少す る , 2) コ ロ ニ ー 形成能に つ
い て F B S培養系で は 幼若な細胞 と考え られ る C F U- M ix ほ特
に ピ ー ク を 作 る こ と なく減少す る , 3)C F U- G M-d14も培養18
日 目 に 一 時 ほ1 5倍 ま で 増幅 され る が そ の 後減 少す る , 4)
B F U-E も培養 6 日 目の3.5倍を ピ ー ク と し以後減少す る. と い
う結果 で あ っ た . 以上 よ り考え る と今回 の 実験条件で ほ , 細胞
ほ培養 に よ っ て分化の 方向に 進 む傾向が あり , 自己複製能 を有
する造血幹細胞の 体外増幅に つ い て ほ十分 に 満足できるも の で
ほ な か っ た . ちなみ に こ れ ま で の 臍帯血 幹細胞移植成功例 を見
ると , 全体 で 5～ 60×10
5
個 (21.5士3.1×10
5) の C F U- GM が移
植 されて い る
24)
. 著者 の 今 回 の 体外増幅実験 で は 臍帯血 20 血
か ら得 られ る C F U- G M は必要量の 約21% で あり , そ れか ら計
算する と 移植 に必要な臍帯血量 と して は約 90ml と思わ れた ■
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しか しそ れ ほ どの 大量 な臍帯血 を採取する こ と は現実に は 困難
なこ と が多く t さ らな る 幹細胞増幅 が 必 要 で ある と 考 え られ
本研究では ヒ ト臍帯血 と骨臥 末梢血 に お ける造血 幹細胞増
幅の 差 に つ い て も 検討 した ･ 臍 帯血 と骨髄 で は 総紳胸数 ,
cD34陽性細胞数∴ コ ロ ニ
ー 数い ず れ を と っ て も臍帯血 が よ り
大きく増幅され て お り ･ 臍帯血 に も , よ り多くの 幼君 な血 液前
駆細胞の 存在 が考 え られ た ･ Car o wら
48) は臍帯血 と骨髄 の 顆粒
球/赤芽球/マ ク ロ フ ァ ー ジ/巨核球 コ ロ ニ
ー 形 成細胞 (c olo ny
f｡r ming u nit
.gr a n ulo cyte/erythr o cyte/m ac rophage/m egaka r-
yo cyte, C F U
- G E M M) を 再 コ ロ ニ ー 形成 した 総見 臍帯血 は再
び CF U- G E M M を形成 した が 骨髄 は ほ と ん ど C F U
-G E M M は
形成せず , ほ とん どが よ り分化 した C FU
- G M であり臍帯血 の
方がよ り多くの 幼君な血液前駆細胞 が存在す る と 報告 し て い




回著者が臍帯血 と同様な方法 で分離 した 結果で は , 総細胞数を
みるか ぎ り臍帯血 とほ ぼ同等 で あ っ た . C D 34陽性細胞数 は症
例が少なく統計学的評価は でき なか っ が , 末梢血 に お い ては l
臍帯血 と同等ある い は臍帯血 と骨髄 の 中間 の 分化段階, お よび
量の 血 液前駆細胞 の 存在が考え られ た ･
以上 ま で の 実験 に お い て 今回 の S C F を含 んだ サ イ ト カ イ ン
の 組み合わ せ に よ る F B S培養系は総細胞数 の 著明 な 増幅に ほ
明らか に有効である こ と は示 され た が , 血液幹細胞の 自己複製
促進お よ･びそ の 数の 維持 に 関 して は 満足の ゆ くも の で は なく 一
新しい サ イ ト カ イ ン お よ び新 しい サ イ ト カ イ ン の 組み 合わ せ の
必要性が考 え られ た .
本研究で ほ t 造血 の 場の 微小環境を多少 で も掟供す る 目的で
自己お よ び 同種臍帯血 血 紫を培養系 に添加す る こ と を試み た ･
総細胞数は F B S培養系と臍帯血 血 紫培養系の 間に ほ有意差 は
なか っ た が , C D 34陽性細胞数は培養 6 日 目, 12日 目で 有意差
を認め F B S培養系 の 方が 多か っ た . 培養 中の 細胞を形態学的
に み ても臍帯血培養系 の 方が よ り分化 した細胞を認め , これ ほ
臍帯血 血 塊中に , 未熟 な細胞に 働く と 思われ る サ イ ト カ イ ン と
同時に 存在す る , 分化 方向に 働く サ イ ト カイ ン に よ る影響と思
われ た .
コ ロ ニ ー 形成能に つ い て み ると , C F U-G M ほ F B S液体培養
系の 方が多 い が , よ り未熟 な C F U- M ix は 臍帯血 血 祭液体培
系の 方が F B S液体培養系よ り経時的 に み て も多く 形成 され た .
ま た B F U-E に 関 して は F B S液体培養系よ り臍帯 血血 凍液体
培養系の 方が ピ ー ク が遅く か つ よ り多く形成 され た こ と よ り ,
臍帯血 血 薬液体培養系 ほ FBS 液体培養系 よ り , よ り未熟 な 血
液前駆細胞特に 赤芽球系の 細胞を増幅 し長期 に 保持で きる可 能
性が示 唆 され た . こ の 性質は l 他人の 臍帯血 血 祭を 使 っ て も同
様の 結果が得 られ た . Zs ebo ら の グ ル ー プは BF U-E の 増殖
ほ S C Fの 影響が大きい こ とを 報告 して お り
50)51
, 著者の 結果 ほ
臍帯血中の S C Fの 作用かも しれ な い . F B Sコ ロ ニ ー 形成系に
抗 c一 触 抗体で あ る S R-1 を添加 し コ ロ ニ ー 形成 の 抑制を み る
と赤芽球系 の 抑制ほ長期間持続 した の に 対 して , 顆粒球 ･ マ ク
ロ フ ァ ー ジ系 ほ培養12日 目以降 で は 抑制 され な か っ た こ とほ 興
味深い . こ れ は , C一 触 の 発現 が 赤芽球系 と顆粒球 ･ マ ク ロ
フ ァ ー ジ系の 分化過程で差があり , 赤芽球系 の 方が 分化増殖に
長期間 c一 拍 を必要 とす るの に 対 し, 顆粒球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ
系ほ比較的早期に c一助 の 発現が消失す るか , た とえ c一 触 が 発
~現 して い て もそれ を必要 と しない 細胞集団が出現す る こ とが 示
唆され た . しか し S R-1 の 赤芽球系 の コ ロ ニ
ー の 抑制 ほ臍帯血
血 祭 コ ロ ニ ー 形成系で は F B Sコ ロ ニ
ー 形成系で認 め る ほ ど著
明 で は な く単に S C Fの 作用の み でほ な く他の 因子の 関与 が 示
唆 され た .
さ らに 臍帯血 血紫 コ ロ ニ p 形成系 に 抗 E P O, G M- CS F抗 体
血 清を 加え コ ロ ニ ー 形成の 抑制 をみ たが , 赤芽球系の コ ロ ニ
ー
を 抑制 で きた の は 抗 E P O抗血清 の み で あ っ た . しか し以前の
報告 で ば 2 ト551臍帯血 中の E P O濃度ほ , 今回 の コ ロ ニ ー 形成系
に加 えた 量に 比 べ は る か に 少なく , 前記 の ような 臍帯血血 祭の
特性 が E P O単独 に よ るも の と ほ 考えにく い . また 他の サ イ ト
カ イ ン の 臍帯血 血嫌中の 濃度も培養液に 加 えた 量と 比べ は るか
に 少なく無視 しう るもの と思わ れ た . さ らに S C Fに 関 して も
臍帯血血 炎 コ ロ ニ ー 形成系に お い て S C F非添加群で ほ 添加群
と比較 し明らか な コ ロ ニ ー の サ イ ズ , 数の 減少を 認め て お り ,
臍帯血 血旅中の S C F濃度が著 しく高い と は考 え られ な い . 臍
帯 血 血 祭中に は イ ン ス リ ン 様 成 長 因子 (in s ulin-1ike gro wth
fa ctor, IG F l お よ びIGF 2) が あり こ れ が 赤芽球系 の 造血 を
E P O と は独立 して 促す こ と が示 さ れ て い る58
､ 机
. しか し血 中
I G Fの 濃度 は臍帯血 よ りもむ し ろ ヒ ト 成人末梢血 の 方 が 高
い 62ト 64). M etc alfら
65}の 報告で は 一 部の ヒ ト末梢血 血 凍で 赤芽
球系 コ ロ ニ ー を つ く ると の 報告もあるが , 著者の 検討 で は正 常
ヒ ト 血祭を 使用 して コ ロ ニ ー 形成 を試み た が コ ロ ニ ー は形成 さ
れ な か っ た (未発表). 臍帯血 血嫌中の 赤芽球系前駆細胞の 増殖
を促す田子 ほ特定できなか っ た が , 臍帯血 中の 赤芽球系増殖は
E P Oを 中心 に Ⅰし3,Ⅰし6, S C F ま た はその 他の 国子が 複雑 に 相
互 作用を な して い るもの と思わ れ る .
以上 臍帯血幹細胞移植 を念頭に お き造血幹細胞 の 体外増幅の
基礎的研究を行 な っ た . 現在の と こ ろ血 液幹細胞 の 自己複製の
み に 働く国子は見つ か っ て お らず今後, 新た な サ イ ト カ イ ン の
発 見, お よび そ の 観 み合わせ , 培養条件の 工 夫が な され , 臍帯
血 幹細胞移植が よ り身近なもの とな る こ と が望 まれ る .
結 論
ヒ ト 臍帯血 造血 幹細胞培養を行 な い 以下の 結論を得た .
1 . ヒ ト臍帯血 造血幹細胞の 培養 に おい て 著者 の 培養条件で
は , Ⅰし3+Ⅰし6+S C Fの 組み 合わせ が最も 効率良く細胞を増加
させ た が , 自 己複製率は数倍に 留ま り 十分に 有効と言え な か っ
た .
2 . 上 記サ イ ト カ イ ン の 組 み 合 わ せ に G M-C S F ま た は
IF N-r を 加え て も有意な効果は な か っ た .
3 . ヒ ト臍帯血 と骨髄, 末梢血 と の 比較 で は 臍帯血 に , よ り
多数 の 造血 幹細胞 が存在 した .
4 . 培養液と して 臍帯血 血柴を 使用 した場合 , C D34 陽 性細
胞数は F B S培養系よ りも少 なか っ た が , C F U- M ix, B F U-E コ
ロ ニ ー 形成が 多く , 臍帯血 血凍は , よ り未熟 な血 液前駆細胞,
掛 こ赤芽球系細胞の 長期間保持 , お よび 分化誇導 に 有効である
こ とが 示唆 され た .
5 . 赤芽球系前駆細胞と額粒球/マ ク ロ フ ァ ー ジ系 前駆細胞
でほ c一触 の 発現 に は差が あり赤芽球系分化 , 増殖に は長期間
c一 拍 の 発現が 関与す るの に対 し , 顆粒球/マ ク ロ フ ァ ー ジ系ほ
比較的早期よ り C一拍 が消失す る こ と が 示唆され た .
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M ichio Konishi Depar tm ent
ofPed血 ics,Scho olof Medicine, K an aZaWa Un v ersity, Ka n azaw a920
- J･ Juzen M ed Soc･ ･ 103･38卜 393(1994)
Key w o rds ste m cell factor(SCF), Cqkit, C O rdplasm a･ C Ordb10 0dste m celltra nsplantaio n
For thepurpose ofpro viding an emicheds ource of he m opoiedc ste m
cellsforc ord blo od(CB)transplan taio n･ CytOkin e
c o mbin atio nsincludingrec o mbin ant hum anSte m Cell factor(SCF, C-kitligand) andc ordplas m a were studiedfbr their abi
lty
to amplific ate, eX Viv o, hu m anCB stem cells･ Un&actio
n ated a ndfraction ated C D34 positivehu m anCB c ells we r e
inc ubatedin aliquidculture m edium with or without cytokine c o mbin ation‥ S C
F
,
reC O mbina n th um aninterleukin-3(Ⅰし3)
andreco mbin anth um anint erle ukin-6(I L-6)･ T he culture m edium including cytokineswa s changed every6days･ At e a ch
mediu m change, C ells w er eharv ested and prepar edforhe m opoietic pr ogenitor ass ay ･
A c olo ny
-for ming unit of
gr an ulocyte/m acrophage(CFU- G M)w as ass ayedin aO･8% m ethylcellulose cu
ltre sy te m using re co mbin anthu m an
gr an ul∝yte C O10nyStim ulating facto
r(G- C SF)･ Erythroidproge nitors, a burst-forming unit oferythroid(B FU
-E) and a
c olonyfo ming umi toferythr oid(CFU- E) were assayedby the addit on ofrec
o mbin ant hum an erythropoietin(E PO)･ nle




When血e CD34positiv e ce11ffaction w asinc ubatedin the co mpleteliqu
idculture m ediu m c ontaln lngI L-3+m -6+S CF, the
totalc ellc o unt C Ontinu ouslyin cre ased, butCFU
- GM incre ased 15･6j=3･3-fbldat the peakperiodafter 18daysin cubatio n･
B F U-E and CFU-E increased 5･5±1･6.foldand 3･5弧 9
-foldrespeCtively atthe peak period after6daysinc ubation･ Th
e
n unber ofself-r e n e W alCD34positive ste m cells alsoincreased(5･2 ±0･9
-fbldat血e pe ak period after6 daysincubation ･
Ho w ev e r, S u Ch e x viv o e xpan Sio ndo es n otappe ar tObe suffic eut forCB ste m c
elltr an Splan tation･ T he addition of
reco mb inant 血 m aninterftr on- γ (肝N- γ)andrec o mbin antbu n angr an u10Cyte/m acrophage c olonystim ulatingfact
or(G M-
c sF)w ere n oteffbctiv ein stim ulating e x viv o e xpan Sion ofste m ce11sin th
is experim ent al co ndition ･ T he effects of
a utologous and al10gen eic cordplas m a w ereals otested
in this study･ Cordplasm a&o mboth･0riglnSWereless efftctiv ein
stim ulatingthe ex viv o e xpan Sion of CD34 positive ce
lls, but BF U- E a nd CF U-Efor m edin the cordplas m a cult re syte m
w eregre adyin cre ased in n umberinco mparis onwithresults uslng th
e F BSc ulture system ･ Fu sthesw ore char aCterisdcs of
cB stem cells andgro wth factor(S)in c ordplasm a w ere e xa min edin this w ork by using m on oc
lon alantibodies against c-kit,
GM -C SF and EPO. The anti- C-kiE antibody suppressed B F U
- E andCFU-E m arkedly as co mpared to CF U- G M,indicatlng
som edifftren cesin the e xpression ofc
-kitbetwe e nB F U-E/CF U-E and CF U- G Mand alsodifftren c e sin dlereSPO nSiv en ess
of S C Fam Onghem opole tic pr ogenitors･ F
rom 血ese studies･ a C OnSiderable degree ofex viv o amplificadon of C Bste
m c ells
andhe m opoleticprogenitors w asde m on stratedin the culture sys
te m withIL-3plusI L
-6plusSCF･ Howe v er, thesere s ults
w ere n ot saisfactoryforCB ste m c elltran splan taion and further studieswi 11be need
dt
